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摘要 : 灸 紫 莫 (Osmunda mildei) 为 新 近 形 成 的 自然 杂交 种 ， 分 布 区 狭窄 ， 种 群 个 体 数 量 少 ， 有 性 繁殖 
能 力 极 低 。 本 研究 以 孢子 为 外 植 体 ，MS、3/4MS、1/2MS 和 1/4MS 为 基本 培养 基 ， 探 究 不 同 生长 
调节 剂 对 粤 紫 其 孢子 萌发 、 原 叶 体 增殖 和 孢子 体形 成 的 影响 。 结 果 表 明 : 粤 紫 其 孢子 中 极 少 的 可 育 
抱 子 在 植物 生长 调节 剂 的 作用 下 ， 能 够 菁 发 并 发 育 形成 原 叶 体 ， 原 叶 体 生长 及 增殖 的 最 适 组 合 为 
1/2MS +1 mg:L 6-BA+NAA 0.05 mg-L 和 1/2MS +1 mg.L 7 6-BA+IBA 0.Smg.L ;在 1/4MS 基本 培 
养 基 中 ， 原 叶 体 增殖 的 同时 ， 生 长 发 育 完善 ， 形 成 正常 的 幼 孢子 体 ， 形 成 率 达 83.49%; 孢子 体 最 住 
生根 配方 为 MS+IBA 0.5 mg:L; 组 培 苗 在 河 沙 :黄土 :腐殖质 =1:1:3 的 栽培 基质 中 成 活 率 达 98% 以 上 ， 
且 生 长 旺盛 。 本 研究 对 粤 紫 莫 的 人 工 繁育 及 其 资源 保护 具 重 要 意义 ， 同 时 也 可 为 其 他 濒危 蕨 类 植物 
的 人 工 保育 提供 参考 。 
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In vitro regeneration of Osmunda mildei 
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Abstract: Osmunda mildea is a recently formed natural hybrid species with a narrow distribution area. The 
number of the population is very small, and it’s sexual reproduction is extremely low. Using spores as 
explants, we investigated the effects of basic media (MS, 3/4 MS, 1/2 MS and 1/4 MS) and different plant 
growth regulators (PGRs) onspores germination, prothallium proliferation and sporophyte formation. The 
results showed that the optimal PGRs combinations of prothallus growth and proliferation was 1/2MS +1.0 
mg°L! 6-BA+NAA 0.05 mg°L’! and 1/2MS +1.0 mg*L 1 6-BA+IBA 0.5 mg°L'. In the 1/4MS with no 
PGR medium, prothallus were well developed with the proliferation, and the young sporophyte seedling 
formatted, the formation of scale was 83.49%. The best rooting PGR concentration for young sporophyte is 
MS+IBA 0.5 mgeL |. In loess: river sand: humus = 1:1:3 cultivation matrix was the best, the survival rate 
was more than 98%, and the seedlings thrived. There is great significance to the artificial breeding and 
conservation of Osmunda mildea in this study, and also is reference to the artificial conservation of other 
endangered fern species. 
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和 硫 紫 其 (Osmunda mildei) 为 紫 鞭 科 (Osmundaceae) 紫 莫 属 (Osmunda) 植物 ， 分 布 范 围 极 其 
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狭窄 ， 最 早 仅 在 香港 发 现 有 分 布 〈 秦 仁 昌 ，1959; 李 添 进 等 ，2003)， 后 多 年 在 野外 难 砚 其 踪影 。20 
世纪 90 年 代 末 ， 陆 续 在 广东 省 深圳 市 东部 的 笔架 山 、 七 娘 山 和 田 心 山 ， 江 西 省 崇 义 县 和 湖南 省 通道 
县 发 现 有 粤 紫 其 分 布 〈 蒋 日 红 ，2010; 严 岳 鸿 ，2011)， 虽 然 粤 紫 其 在 多 地 被 重新 发 现 ， 但 时 外 记录 
数量 极 少 ， 到 目前 为 止 仅 十 多 株 。 
和 灸 紫 黄体 细胞 染色 体 核 型 的 研究 发 现 其 具有 明显 的 杂种 特性 ( 张 寿 洲 等 2008)， 和 孢子 母 细 胞 减 
数 分 裂 构 型 研究 ( 何 子 灿 等 , 2006) 也 证 实 了 该 种 可 能 为 属 内 组 间 远 缘 杂 交 种 , 基于 rbcL 和 trnL-rnF 
序列 构建 的 系统 发 育 树 支持 粤 紫 其 是 以 华南 紫 其 (O.vachellii) 为 母 本 、 紫 其 (0O. japonica) 为 父 本 
的 杂交 种 ( 勾 彩 云 等 ，2008)。 各 紫 其 为 种 间 杂 交 种 在 Tsutsumi 的 研究 中 进一步 得 到 确证 (Tsutsumi 
et al., 2012 ) 。 
自然 杂交 是 物种 自然 演化 过 程 中 非常 重要 的 一 部 分 。 在 生态 系统 中 ， 自 然 杂 交通 过 影响 遗传 多 
样 性 和 物种 多 样 性 进而 影响 生态 系统 的 稳定 性 和 可 恢复 性 (两 辉 等 ，2017)。 尽 管 目前 针对 自然 杂交 
对 于 物种 演化 的 影响 与 意义 已 有 大 量 的 研究 ， 但 对 于 亲缘 关系 较 远 的 不 同 物种 间 的 自然 远 缘 杂 交 发 
生 条 件 及 扩散 机 理 缺少 足够 的 认识 。 作 为 异域 多 地 独立 发 生 的 自然 杂交 种 〈 王 莹 等 ，2015)， 粤 紫 划 
为 研究 自然 远 缘 杂交 形成 机 理 与 演化 提供 了 重要 的 研究 材料 。 自 然 条 件 下 ， 由 于 粤 紫 鞭 仪 产生 极 少 
的 可 育 孢 子 ， 通 过 孢子 自然 繁殖 非常 困难 ， 因 此 粤 紫 黄 野 外 数量 极 少 〈 商 辉 等 ，2017)。 植 物 组 织 培 
~ 养 为 濒危 物种 的 保育 及 深入 研究 提供 了 重要 的 途径 ， 本 研究 以 粤 紫 其 孢子 为 外 植 体 ， 通 过 不 同 基 本 
培养 基 及 生长 调节 剂 种 类 与 浓度 配 比 摸索 ， 成 功 建立 了 孢子 萌发 、 原 叶 体 增殖 及 生根 培养 的 完善 组 
培 再 生体 系 。 该 研究 不 仅 为 远 缘 自然 杂交 机 理 的 深入 研究 提供 重要 的 技术 保障 ， 同 时 也 可 为 其 他 濒 
和 危 蕨 类 植物 的 人 工 保育 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
外 植 体 采 自 栽 种 在 深圳 市 中 科 院 仙 湖 植物 园 迁 地 保护 的 一 株 粤 紫 其 〈 图 1: F)。3 一 5 月 粤 紫 其 
孢子 开始 形成 ， 竺 孢子 叶 完 全 展开 ， 和 孢子 训 开 始 由 深 绿色 向 淡 绿 转变 时 ， 将 孢子 叶 摘 下 ， 带 回 实验 


室 预 处 理 。 

1.2 方 法 

1.2.1 外 植 体 消毒 
= 采集 回来 的 孢子 叶 立 即 用 清水 冲 去 表面 浮尘 ， 待 钨 子叶 表面 的 水 分 晾 干 后 ， 置 于 铺 有 硫酸 纸 的 
一 培养 外 中 ， 放 在 干燥 器 中 干燥 处 理 12~24 h。 第 二 天 收集 硫酸 纸 上 的 孢子 ， 在 超 净 工作 台 上 ， 将 其 放 
© 入 小 试管 中 ， 无 菌 水 浸泡 $ 一 10 min， 用 低速 离心 机 3000g 离心 后 倒 去 上 清 液 ， 加 入 0.1% 的 HCL2 

溶液 浸泡 2 一 6 min， 无 菌 水 冲洗 6 次 ， 最 后 加 适量 无 菌 水 混 匀 制 成 悬浮 液 ， 每 吸管 吸取 约 200 pL 芒 


浮 液 接种 于 不 同 的 培养 基 中 。 
1.2.2 原 叶 体 的 获得 

以 1/2MS 为 基本 培养 基 ， 按 6- 茶 氨基 腺 嗓 叭 (6-BA, 1.00、1.50、2.00、2.50、3.00) mg:L 和 
蔡 乙 酸 (NAA, 0.05 )mg:L 设置 5 个 培养 基 的 植物 生长 调节 剂 组 合 和 不 添加 植物 生长 调节 剂 的 12MS 
为 基本 培养 基 作 为 空白 对 照 ， 接 种 后 观察 孢子 萌发 情况 ， 以 肉眼 可 清晰 看 到 绿色 为 启动 开始 时 间 。 
1.2.3 原 叶 体 的 继 代 增殖 培养 

植物 生长 调节 剂 对 原 叶 体 继 代 增 殖 的 影响 : 以 MS 为 基本 培养 基 , 设置 6-BA (0.50、1.00、1.50、 
2.00) mg:L 与 NAA (0.05、0.50) mg:L" 8 个 培养 基 组 合 ( 表 1),， 研究 6-BA 和 NAA 对 原 叶 体 继 
代 增 殖 的 影响 。 

无 机 盐 浓度 对 原 时 体 继 代 增殖 的 影响 : 设置 MS、3/4MS、1/2MS 和 1/4MS 4 种 基本 培养 基 配 方 
( 表 2， 配 方 中 只 改变 MS 基本 培养 基 配 方 的 大 量 元 素 浓度 分 别 为 原来 的 1、3/4、1/2 和 1/4)， 进 行 
继 代 增殖 培养 试验 。 

增殖 原 叶 体 量 = 培养 后 原 叶 体重 量 一 接种 原 叶 体重 量 ; 
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增殖 率 = 增 殖 原 叶 体重 量 /接种 原 叶 体重 量 x100%。 

以 上 试验 每 瓶 均 接 入 2 em 左右 大 小 的 原 叶 体 团 5 个 ， 每 组 处 理 接种 10 瓶 ， 重 复 5 次 ，45 d 左 
右 统计 结果 。 
1.2.4 原 叶 体 中 幼 孢 子 体 的 形成 

设置 MS、3/4MS、1/2MS 和 1/4MS4 种 基本 培养 基 配 方 ( 表 3)， 以 瓶 为 统计 单位 ， 每 个 培养 基 
接种 50 瓶 ， 每 瓶 接 种 5 个 接近 2 cm 左右 的 原 叶 体 团 ， 为 有 利于 幼 孢 子 体 的 形成 ， 接 种 的 同时 在 固 
体 培 养 基 表面 ， 添 加 高 约 1 mm 左右 的 无 菌 水 。 接 种 后 分 别 于 35 d、45 d、55 d、65 d 时 随机 取出 10 
瓶 ， 统 计 幼 孢子 体 的 形成 情况 。 重 复 $ 次 ， 幼 孢子 体 观察 与 统计 以 肉眼 清楚 可 见 幼 叶 为 准 。 
幼 孢 子 体 数 每 10 瓶 为 1 个 统计 单位 ， 

成 形 率 =(1 瓶 培养 基 中 具 3 片 及 以 上 幼 叶 的 单 苗 棵 数 / 总 苗 数 ) x100%。 
1.2.5 生根 培养 

以 MS 为 基本 培养 基 分 别 设 置 吗 唆 丁 酸 (IBA, 0.10、0.20、0.30、0.40、0.50) mg.L 和 NAA 

(0.10、0.20、0.30、0.40、0.50) mg:L” 共 10 个 配方 ( 表 4)， 将 原 叶 体 中 成 形 的 幼 孢子 体 转 入 生 

根 培养 基 中 进行 生根 培养 ，45 d 后 进行 统计 。 该 试验 重复 5 次 。 

以 上 各 试验 的 培养 基 中 均 加 入 30 g:L! 苦 糖 、6.5 g. 革 琼脂，pH 5.8~6.0， 培 养 室 的 培养 温度 为 
25C +2C， 光 照 时 间 16 h-d!， 光 照 强度 37~40 pmolem os 。 
1.3 数据 处 理 

数据 采用 SPSS 21.0 数据 统计 软件 进行 方差 分 析 和 多 重 比较 分 析 (Duncan’s) 法 。 


2 结果 与 分 析 

2.1 原 叶 体 获得 

粤 紫 其 孢子 经 过 消毒 处 理 后 , 接种 到 不 同 的 萌发 培养 基 中 , 在 相同 的 培养 条 件 下 进行 培养 ,65 d 
后 在 6-BA 浓度 低 于 1.50 mg:L 的 培养 基 中 首先 观察 到 有 绿色 点 状 物 出 现 (图 1: A)， 继 续 培养 发 
现 原 叶 体 在 生长 的 同时 开始 增殖 ， 并 彼此 相连 成 能 状 〈 图 1: B, C)， 几 平 没有 单个 原 叶 体 。75 d 后 
才 陆 续 在 6-BA 浓度 高 于 1.50 mg.L1 以 上 的 培养 基 中 ， 观 察 到 有 绿色 点 状 物 出 现 ， 继 续 培养 原 叶 体 
长 大 并 在 中 脉 部 分 增 厚 ， 很 难 见 原 叶 体 增殖 。 未 添加 植物 生长 调节 剂 的 1/2MS 培养 基 中 始终 未 见 到 
有 绿色 点 状 物 出 现 。 


C 


A. 可 育 抱 子 的 萌发 ， B. 原 叶 体 ;，C. 原 叶 体 的 增殖 ，D. 1/4MS 中 幼 孢 子 体 的 形成 ; E. 移 栽 1 月 后 孢子 体 ; F. 粤 


紫 其 成 熟 移 子 体 。 


A. Germination of fertile spores; B. Prothallus; C. Proliferation of prothallus; D. Development of young spores in 1/4MS 


medium; E. Sporophyte after transplantation for 1 month; F. Mature sporophyte of Osmunda mildei 
图 1 粤 紫 莫 离 体 再 生 过 程 


Fig. 1 In vitro regeneration process of Osmunda mildei 


2.2 原 叶 体 的 增殖 培养 

2.2.1 植物 生长 调节 剂 对 原 叶 体 增殖 的 影响 
将 成 簇 状 的 原 叶 体 分 开 后 转 接 入 增殖 培养 其 中 培养 观察 到 6-BA 与 NAA 的 不 同 浓度 组 合 ， 对 

粤 紫 其 原 叶 体 继 代 增 殖 影响 的 效果 差异 显著 。 当 6-BA 浓度 为 0.50 一 1.00 mg:L 时， 与 NAA 组 合 有 

利于 原 叶 体 的 增殖 ; 6-BA 的 浓度 大 于 1.50 mg:L 时 与 NAA 组 合 ， 既 不 利于 原 叶 体 增 殖 ， 也 使 原 叶 

体 的 生长 状态 发 生 了 改变 ， 其 中 脉 明显 增 厚 增 大 、 细 胞 脆性 加 大 ， 发 生变 化 的 原 叶 体 很 难 在 培养 基 

继续 增殖 。 
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表 1 6-BA 和 NAA 对 粤 紫 其 原 叶 体 增殖 的 影响 
Tablel Effects of 6-BA and NAA on the prothallus proliferation of Osmunda mildei 


6-BA NAA 外 植 体 反应 
(mg:L!) (mg:L!) Response of the explants 
0.50 0.05 增殖 新 原 叶 体 、 密 集成 团 ， 肉 眼 很 难 辨别 出 单个 原 叶 体 


The prothallus proliferates in dense clusters, and difficult to distinguish 
individual prothallae for the naked eye 
1.00 0.05 增殖 新 原 叶 体 、 原 叶 体 团 松软 ， 清 晰 可 见 单个 原 叶 体 


The prothallus proliferates in soft groups, and Single prothallus could be 


clearly seen 
1.50 0.05 原 叶 体 沿 中 脉 方向 拉 长 ， 变 为 宽 近 lcm 的 长 带 状 ， 个 别 有 增 殖 


The prothallus are elongated along the direction of the midvein and becamed a 


strip nearly 1cm wide, with few proliferation 
2.00 0.05 原 叶 体 中 脉 增 厚 ， 整 体 呈 棒状 ， 脆 性 大 ， 极 难 增殖 


The midveins were thickened, the prothallus are brittle ,rod-shaped and difficult 


to proliferate 
0.50 0.50 增殖 新 的 原 叶 体 ， 明 显 可 见 片 状 原 叶 体 ， 整 个 原 叶 体 团 较为 琉 松 


The prothallus proliferates in soft groups, schistose prothallus could be clearly 


seen 
1.00 0.50 增殖 新 原 叶 体 ， 原 叶 体 面积 较 大 ， 增 殖 速 度 比 较 慢 
The area of new prothallus was larger, and the rate of appreciation is slower 
1.50 0.50 原 叶 体 增 大 、 增 厚 ， 颜 色 为 暗 绿 、 质 地 较 脆 ， 极 易 玻璃 化 


The prothallus are enlarged ,thickened, brittle and easy to vitrify in dark green 


color 
2.00 0.50 原 叶 体 增 厚 ， 较 硬 ， 生 长 极 慢 


The prothallus is thickened, stiffer, and grows very slowly 


2.2.2 MS 中 无 机 盐 对 原 叶 体 增 殖 的 影响 

不 同 无 机 盐 浓 度 MS 培养 基 对 原 叶 体 的 生长 和 增殖 影响 差异 显著 〈 表 2)。 在 MS 培养 基 中 ， 原 
叶 体 的 增殖 速度 最 快 ， 整 个 原 叶 体 团 很 难 用 肉眼 辨 出 单个 的 原 叶 体 ; 在 3/4MS 培养 基 中 ， 原 叶 体 ; 
殖 速 度 没 有 在 MS 培养 基 中 快 ， 可 看 到 原 叶 体 呈 密集 的 长 条 状 ; 而 在 1/2MS 培养 基 中 的 原 叶 体 ，] 
和 殖 速 度 没 有 前 两 者 快 ， 但 是 原 叶 体 的 体积 和 表面 积 明 显 增 大 ， 团 块 边缘 的 原 时 体 因 空间 足够 ， 可 
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成 正常 的 心 形 ， 而 在 1/4MS 培养 基 中 ， 原 叶 体 增殖 速度 最 慢 ， 但 表面 积 最 大 。 由 此 可 见 ， 随 着 培养 
基 中 大 量 元 素 的 浓度 由 1/4MS 一 1/2MS-3/4MS->MS 递增 ， 原 时 体 增 殖 的 速度 表现 为 正 相 关 ， 但 在 
1/4MS 和 1/2MS 培养 基 中 原 叶 体能 够 生长 发 育 完善 ,而 在 3/4MS 和 MS 培养 中 原 叶 体 主 要 以 营养 增 
殖 为 主 。 


表 2 MS 培养 基 中 无 机 盐 对 粤 紫 莫 原 叶 体 增殖 的 影响 


Table2 Effects of inorganic salts in MS on the prothallus proliferation of Osmunda mildei 


增殖 量 增值 率 原 叶 体 状 态 
Weight of Percent of features of prothallus 
proliferation (g proliferation (%) 
1/4MS 52.12+18.41b 104.28+15.06b 体积 最 大 、 数 量 最 少 、 心 形 原 叶 体形 态 
There are largest volume, least number, and the heart shape prothallus 
1/2MS 50.30+13.77b 87.35+20.52b 体积 次 之 、 心 形 原 叶 体 边缘 有 新 增 幼 原 叶 体 


The prothallus have the second large volume, and new young ones are 
proliferation in the edge of the pi he prothallus 
3/4MS 63.8744.13b 110.28+10.99b 体积 比 MS 略 大 、 极 少 心 形 、 多 数 上 宽 下 窗 长 片 状 
The prothallus are slightly larger than in MS medium ones, rarely 
heart-shaped, and most upper wide and lower narrow oblate 
MS 103.85+18.70a 173.15444.02a 体积 最 小 、 数 量 最 多 ， 多 为 2mm 宽 、 不 足 lcm 长 的 条 状 


The prothallus are the smallest volume and the largest number most of 


them are 2mm wide, and less than lcm long strip 


注 : 表 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ， 同 列 中 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P=0.05)。 
Note: The data in the table are mean +SD, different lowercase letters in the same column mean significant differences (P= 
0.05). 
2.3 孢子 体 的 诱导 

实验 表明 ， 培 养 基 中 添加 了 植物 生长 调节 剂 的 原 时 体 ， 只 能 不 断 进 行 增殖 ， 很 难 形成 钨 子 体 幼 
苗 ， 必 须 将 原 叶 体 转移 到 不 添加 任何 植物 生长 调节 剂 的 基本 培养 基 中 ， 才 能 促使 原 叶 体 转化 成 孢子 
体 。MS 培养 基 中 大 量 元 素 含量 对 原 叶 体 中 幼 孢 子 体形 成 的 数量 、 成 形 率 具 有 明显 的 影响 〈 表 3 )。 
不 同 培养 基 中 幼 孢 子 体形 成 数量 差异 显著 ,35 d 时 1/4MS 和 1/2MS 中 的 幼 孢子 体 数量 明显 高 于 3/4MS 
和 MS，45 d 后 3/4MS 和 MS 中 的 幼 孢 子 体 数 反超 II4MS 和 L/2MS， 尤 其 是 在 55 d、65 d 时 3/4MS 
和 MS 中 的 幼 孢 子 体 数 超过 1/4MS 和 1/2MS 的 2 倍 。 同 一 培养 基 中 幼 孢 子 体 的 形成 随 培 养 时 间 的 延 
长 而 增多 , 各 时 间 段 差异 显著 : 1/4MS 和 1/2MS 中 的 原 叶 体 在 0~55 d 持续 产生 幼 孢 子 体 ( 图 1: D)， 
55 d 后 形成 数量 较 少 ; 而 3/4MS 和 MS 中 的 幼 孢 子 体 在 35 d 后 才 开始 大 量 形 成 ，55 d 后 形成 速度 减 
绥 。 不 同 的 培养 基 中 幼 孢 子 体 的 成 形 率 和 单 株 叶片 数 差 异 显著 ，1/4MS 和 1/2MS 中 的 幼 孢 子 体 成 形 
率 最 高 达到 83.49% 和 78.08%, 而 3/4MS 和 MS 最 高 仅 为 34.01% 和 29.66%, 单 株 叶 数 1/4MS 和 1/2MS 
也 明显 高 于 3/4MS 和 MS。 
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表 3 MS 培养 基 中 无 机 盐 对 幼 孢 子 体形 成 的 影响 
Table3 Effects of inorganic salts in MS on the young sporophyte seedling of Osmunda mildei 
天 数 
1/4MS 1/2MS 3/4MS MS 
Days 
幼 孢子 体 数 98.00+12.90aA 104.40+7.23aC 24.40+2.88bD 18.20+1.30bD 
Number of young 
35d sporophyte 
成 形 率 19.35+1.2a 14.71+1.16b 1.64+0.42c 0.72+0.42c 


Percent of 


development (%) 
单 株 叶 数 2.36+0.05a 2.25+0.03b 2.02+0.01c 2.01+0.01c 


Leaf number of 
individual 
幼 孢 子 体 数 155.40+17.33bA 174.40+14.47bB 231.20+30.83aC 249.20+35.00aC 
Number of young 
sporophyte 
成 形 率 48.42+3.40a 39.51+2.46b 11.03+0.49cB 6.86+0.46dB 
45 d Percent of 
development (%) 
单 株 叶 数 2.78+0.34a 2.49+0.24b 2.21+0.10bc 2.09+0.02c 


Leaf number of 
individual 


幼 孢 子 体 数 198.20+21.87cB 220.20+28.66cA 436.40+24.93bB 507.00+51.48aB 


Number of young 
sporophyte 
成 形 率 77.39+2.43a 72.69+1.75 30.38+0.34c 26.47+0.36d 
S55d Percent of 
development (%) 
单 株 叶 数 4.89+0.34a 4.14+0.36b 2.65+0.06c 2.51+0.07c 


Leaf number of 
individual 
幼 孢 子 体 数 212.20+23.79bB 238.20+28.50bA 530.00+26.71bA 618.80+26.80aA 
Number of young 
sporophyte 
成 形 率 83.49+1.51a 78.08+1.71b 34.01+2.51c 29.66+0.84d 
65d Percent of 
development (%) 
单 株 叶 数 5.36+0.29a 4.80+0.47b 3.57+0.16c 3.47+0.08c 


Leaf number of 


individual 


注 : 表 中 同行 中 不 同 小 写字 和 母 表示 差异 显著 (P<0.05)， 同 列 中 不 同 大 写字 母 表 示 差 异 显 著 (P<0.05)。 
Note: Different lowercase letters in the same row in the table mean significant differences (P=0.05), different uppercase 
letters in the same column mean significant differences (P=0.05).. 
2.4 幼 孢 子 体 根 的 培养 
在 原 叶 体 上 形成 的 幼 孢 子 体 多 数 只 有 两 条 根 ， 而 且 比较 细弱 ， 直 接 移 栽 易 死亡 或 者 生长 极其 组 
慢 ， 需 转移 到 生根 增 养 基 中 进行 生根 培养 ， 增 加 根 的 数量 ， 提 高 移 栽 成 活 率 。 植 物 生 长 调节 剂 IBA、 
NAA 的 浓度 对 粤 紫 其 幼 孢 子 体 生根 影响 差异 显著 ( 表 4), 根 数 、 侧 根 数 、 叶 片 数 分 别 随 IBA、NAA 
浓度 增加 而 增加 , 试验 数据 表明 IBA 对 粤 紫 莫 幼 孢子 体 根 的 形成 优 于 NAA, 尤其 是 IBA 浓度 为 0.50 
mg 时 ， 根 数 、 侧 根 数 、 叶 数 分 别 为 9.63、22.38、7.64， 与 其 他 浓度 差异 显著 ， 是 粤 紫 黄 幼 孢子 体 
根 形成 的 最 佳 植物 生长 调节 剂 浓度 。 
表 4 不 同 NAA、IBA 浓度 对 粤 紫 其 幼 孢 子 体 生根 的 影响 
Table4 Effects of NAA and IBA on the rooting of young Osmunda mildei Sporophyte seedling 


植物 生长 调节 剂 《浓度 Concention 单 株 根 数 单 株 侧根 数 单 株 叶 数 


Plant growth 


Cmg.L) 


Rootnumber of 


Lateral root number of 


Leaf number of individual 


regulator individual individual 

0.10 5.55+0.12h 11.93+1.19e 6.61+0.70cd 
0.20 5.89+0.22g 13.04+1.19de 6.76+0.8Sbced 

IBA 0.30 6.87+0.09e 20.66+2.32b 7.54+0.31ab 
0.40 7.21+0.09d 22.87+1.18a 7.62+0.50a 
0.50 9.63+0.11a 22.38+1.41a 7.64+0.16a 
0.10 5.09+0.091 5.19+0.50g 5.62+0.82e 
0.20 5.80+0.13g 8.64+0.42f 6.04+0.37de 

NAA 0.30 6.50+0.17f 12.09+0.64e 6.69+0.63cd 
0.40 7.56+0.05c 14.14+0.46d 6.98+0.71abc 
0.50 8.56+0.23b 18.63+2.04c 6.86+0.88abcd 


注 : 表 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ， 同 列 中 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 
Note: The data in the table are mean +SD, and different lowercase letters in the same column mean significant differences (P 
=0.05). 
2.5 移 栽 

生根 的 幼 孢子 体 继续 培养 45 d 左右 ， 即 可 从 培养 瓶 中 取出 进行 移 栽 。 栽 培 基 质 为 (1〉 黄 土 : 腐 
殖 质 =1:1; (2) 河 沙 :黄土 :腐殖质 =1:1:3; (3) 珍珠 岩 : 黄土 :腐殖质 =1:1:3。 开 始 用 塑料 薄膜 遮盖 保 
- 湿 ， 每 天 打开 塑料 薄膜 1 个 小 时 通风 ， 一 周 后 增加 通风 时 间 ，20 d 以 后 可 以 完全 去 除 塑料 薄膜 。 在 
Se 3 种 栽培 基质 中 的 幼 菌 均 可 以 成 活 ， 成 活 率 均 可 达到 98% 以 上 ， 经 观察 其 中 以 〈2) 河 沙 :黄土 : 腐 殖 
2 质 =1:1:3 中 的 幼苗 长 势 最 旺 〈 图 1: E)。 


3 讨论 


障 子 繁殖 是 蕨 类 植物 自然 状态 下 的 主要 繁殖 方式 ， 但 其 类 植物 的 孢子 萌发 时 间 各 不 相同 ， 有 
些 欺 类 植物 的 孢子 还 具有 休 眼 期, 借助 一 些 外 源 生长 调节 剂 则 可 达到 打破 休眠 , 诱导 萌发 的 作用 ( 张 
:二 春 萌 等 , 2019)。 6-BA 和 NAA 是 植物 组 织 培养 中 常用 的 生长 调节 剂 , NAA 属于 植物 生长 素 , 而 6-BA 
9 属于 细胞 分 裂 素 ， 二 者 通常 搭配 使 用 ， 研 究 表明 ，6-BA 和 NAA 不 同 浓度 的 组 合 可 以 有 效 的 促进 孢 
子 萌发 ， 提 高 孢子 萌发 率 。 在 蕨 类 的 配子 体 生 长 发 育 过程 中 ，NAA 也 能 起 到 促进 侧 向 分 生 组 织 发 育 
r= 的 作用 ， 并 且 倾 向 产生 雄性 孢子 体 (Kosakivskal et al,，2016)， 进 而 由 雄性 孢子 体 向 雌雄 同体 转变 
rs (Somer et al., 2010); 6-BA 则 是 蕨 类 植物 进行 组 织 培养 的 必要 成 分 ， 它 能 够 消除 脱落 酸 (ABA) 带 
来 的 负面 作用 ， 低 浓度 也 能 改变 细胞 生长 、 分 裂 、 伸 长 和 分 化 的 速度 ， 较 高 的 浓度 能 够 诱导 根 尖 分 
生 组 织 下 的 根 状 体 胚胎 的 形成 (Kosakivskal et al., 2016)。 本 研究 通过 使 用 不 同 浓度 6-BA 与 NAA 
的 配 比 试验 发 现 ， 粤 紫 其 绿色 成 熟 作 子 在 植物 生长 调节 剂 的 作用 下 可 以 明显 提高 萌发 率 。6-BA 浓度 
低 于 1.5 mg:L" 时 ， 粤 紫 其 孢子 的 萌发 时 间 缩 短 ， 萌 发 率 显 著 提高 ， 在 后 续 的 增殖 培养 阶段 ， 原 叶 体 
能 够 持续 增殖 ， 但 不 能 形成 孢子 体 幼苗 ; 在 6-BA (1.5 和 2.0) mg: 三 与 NAA0.05 mg:L 的 浓度 组 
合 时 ， 萌 发 率 没 有 显著 差异 ; 6-BA 浓度 超过 2.0 mg:L 1 时， 孢子 萌发 时 间 推 迟 ， 萌 发 率 也 降低 。 由 
此 推测 ， 生 长 调节 剂 对 蕨 类 植物 的 孢子 萌发 及 增殖 具有 重要 影响 ， 而 不 同 的 蕨 类 植物 合适 的 生长 浓 
度 存在 一 定 差异 。 

除 生 长 调节 剂 外 ，MS 培养 基 中 大 量 元 素 的 浓度 在 蕨 类 植物 孢子 体 的 形成 中 有 重要 的 影响 
CMikula et al., 2015)。 在 对 Osmunda regalis 孢子 体形 成 的 试验 中 证 实 ，L/8MS 是 其 最 佳 的 培养 基 
(Makowski et al., 2016)。 本 研究 也 发 现 ，1/2MS、1/4MS 有 利于 促进 粤 紫 其 原 叶 体 生 长 发 育 ， 同 时 
配子 体 授精 形成 幼 孢 子 体 成 形 率 高 达 78.08% 和 83.49%， 在 3/4MS 和 全 量 MS 中 的 原 叶 体 在 培养 初 
期 由 于 大 量 营 养性 增殖 而 发 育 不 完善 ， 配 子 体 很 难 通过 受精 作用 而 形成 钨 子 体 幼苗 。 粤 紫 其 孢子 体 
形成 试验 中 3/4MS 和 全 量 MS 培养 基 产 生 的 孢子 体 幼 苗 ， 推 测 应 属于 特殊 环境 下 的 无 配子 生殖 。 粤 
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紫 其 属于 杂 合 二 倍 体 种 〈( 何 子 灿 等 ,2006)， 通 过 无 配子 生殖 产生 的 孢子 体 幼苗 ， 在 第 3 片 叶 后 很 难 
形成 正常 叶 ， 其 后 长 出 的 所 有 叶片 依然 与 第 一 片 叶 相同 ， 具 体 机 理 还 有 待 于 后 续 的 研究 。1/4MS 和 
1/2MS 培养 基 中 形成 的 粤 紫 其 幼 移 子 体 ， 有 早熟 现象 ， 与 Yatabe et al., (2011) 等 在 人 工 条 件 下 研究 
Osmunda x intermedia 后 代 生 殖 力 时 ， 报 道 其 FE 有 早熟 现象 的 结果 相同 ， 早熟 有 可 能 来 自 特别 组 
合 的 结果 ， 是 一 种 适应 特殊 环境 的 现象 。 
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